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La presente invention concerne de nouveaux peptides collageniques 
chimiquement modifies par greffage de fonctions thiols libres ou substitutes, portees 
par des restes mercaptoamines. Lorsque les peptides collageniques comportent des 
fonctions thiol, ils ont la propriete d'etre reticulables par oxydation et conduisent a un 
5 derive de collagene reticule par des ponts disulfides. 

L'invention vise egalement un proc&te de preparation de ces nouveaux 
derives de collagene qui sont sous forme reticulable, sous forme d'un precurseur du 
derive reticulable ou bien encore sous forme reticulte. 

L'invention a egalement trait aux applications de ces nouveaux peptides 
10 collageniques a titre de biomateriaux utiles comme matieres premieres pour la 
fabrication de produits medicaux, chirurgicaux ou cosmetiques, tels que les tissus ou 
les organes artificiels, la peau artificielle, les protheses ou implants osseux, 
ligamentaires, cardio-vasculaires, intra-oculaires, intraperitoneaux ... ou bien encore 
les systemes de bioencapsulation (implants, microspheres, microcapsules) permettant 
IS la liberation prolongee et controlee de principes actifs in vivo. Les accessoires 
medicaux tels que les fils de suture ainsi que les revetements de biocompatibilisation 
d'articles medicaux implantables, constituent d'autres illustrations des possibility 
d'application des nouveaux biomateriaux selon l'invention. 

Au sens de la presente invention, le terme peptide collagenique designe notamment le 
20 collagene avec ou sans telopeptides, le collagene d£natur6 ainsi que la gelatine. 

On trouve sur le marche differentes qualites commerciales de collagene, avec ou sans 
telopeptides. Ces coliagenes commerciaux peuvent etre d'origine humaine ou animate. 
Le collagene est une proteine connue, presente a tous les niveaux de Torganisation des 
tissus animaux : il s'agit de la principale proteine de la peau et des tissus conjonctifs. 
25 Par nature, il possede des caracteristiques biochimiques et physico-chimiques 
relativement bien adaptees pour des utilisations en tant que biomateriaux. Ces 
caracteristiques sont, notamment : bonne biocompatible, biodegradabilite, caractere 
hemostatique ... 

Cependant, force est de constater que les articles medicaux, chirurgicaux 
30 ou cosmetiques implantables a base de collagene souflrent de certaines lacunes. Leurs 
caracteristiques mecaniques sont faibles et rendent leur manipulation delicate, voire 
les rendent inutilisables pour certaines applications. De plus, leur biodegradation peut 
etre trop rapide lorsque les implants doivent exercer des fonctions palliatives et/ou 
curatives pour de longues periodes. Pour ameliorer les caracteristiques mecaniques et 
35 de biodegradation des implants a base de collagene, il s'avere necessaire de le modifier 
chimiquement, en particulier de le reticuler. 
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Four modifier, en particulier reticuler, des peptides collageniques, on 
utilise les fonctions reactives presentes sur les chalnes laterales de certains acides 
amines du collagene, a savoir : 

• les fonctions amines des residus lysine, representant en nombre 3 % des acides 
5 amines, 

• les fonctions acides carboxyliques des acides aspartiques et glutamiques, 
representant en nombre 9 k 12 % des acides amines, 

• les fonctions alcool des residus serine, threonine et hydroxyproline, representant en 
nombre 14 % des acides amines. 

10 C'est ainsi que sont apparus quatre grands types de techniques de 

reticulation artificielle de ce peptide collagenique. 

1. Creation d'un reseau par liaisons covalentes entre les molecules de collagene, par 
irradiation, deshydratation poussee . Cette reticulation est obtenue sans 
fonctionnalisation chimique du collag&ne. 
IS 2. Activation des groupements naturels du collagene, pour introduire la possibility 
d'autoreticulation, par exemple par oxydation (periodate) ou par activation 
fonctionnelle (activation des acides par des carbodiimides, sous forme d'azide ... 
qui reagissent avec les amines). 

3. Reticulation a Faide d'agents chimiques pontants bi- ou poly-fonctionnels 
20 (aldehydes, compos6s dicarboxyliques, diamines, diisocyanates, disulfonyl- 

chlorures, polyethyleneglycol difonctionnalise). 

4. Copolymerisation par liaisons covalentes du collagene avec un autre polymere 
(polyacrylique, copolyacrylonitrile-styrfine, polyurethane, polyalcool, silicone). 

Une variante de la reticulation de type 3. par pontage peut consister a mettre en 
25 oeuvre des derives difonctionnels contenant des groupements disulfure. Cette variante 
est celle a laquelle on s'interesse dans le cadre de Tinvention. Ladite variante a donne 
lieu, dans Tart anterieur, a diverses propositions techniques, qui vont etre presentees 
ci-apres. 

L'article de F. SCHADE & H. ZAHN [Einbau von cystin-brucken in 
30 Kollagen, Angew. Chem., 74, 904, 1962], d6crit la fonctionnalisation de collagene a 
Taide d ! un derive de la cystine, par formation de liaisons amides entre, d'une part, les 
motifs NH 2 libres des residus lysine de la chaine collagenique et, d'autre part, les 
motifs carboxyles du derive de cystine, prealablement actives par esterification a l'aide 
de nitro phenol. La reduction des ponts disulfure des derives de cystine grefles conduit 
35 a un mat^riau thiolis6 reticulable par oxydation. Dans la mesure ou seuls les residus 
lysine du collagene sont fonctionnalis6s, le taux maximal de fonctionnalisation, 
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directement proportionnel au niveau de reticulation, est au maximum de 3 % en 
nombre. 

La demande de brevet europSen EP 0 049 469 divulgue la 
fonctionnalisation de collagene soluble extrait de tendons & l'aide de N-acetyl 
5 homocysteine thiolactone. II s'agit la encore d'une reaction entre les motifs carboxyles 
de l'agent de fonctionnalisation et les motifs amine des residus lysine du collagene. Le 
taux maximum de fonctions thiols greffees est done la aussi au maximum de 3%* 

Pour obtenir de nouveaux d6riv£s collag&iiques thiols et/ou pour 
augmenter les taux de greffage de fonctions thiols sur Ie collagene et par suite le 
10 niveau de reticulation, la demanderesse a propose, en son temps, trois nouvelles voies 
de fonctionnalisation chimique du collagene par des groupements porteurs de 
fonctions thiols ou des precurseurs de ceux-ci. 

La premiere voie est decrite dans le brevet franfais FR 2 692 582 qui concerne 
un collagene greffe avec des derives thioI6s (cysteine, homocysteine, cysteamine) : 
IS - par l'intermediaire d'une rotule succinique dont Tune des extremites carboxyle 

a reagi avec des motifs amine des residus lysine et avec certains motifs alcool 
des residus serine threonine et hydroxyproline du collagene et dont l'autre 
extremite carboxyle a rdagi avec le motif amine du derive thiole; 
- et eventuellement directement sans rotule sur les fonctions carboxyle des 
20 acides aspartiques et glutamiques du collag&ne. 

On peut ainsi atteindre jusqu'a 29 % de fonctionnalisation des acides amines du 
collagene. 

Les fonctions mercaptoaminees - e'est-a-dire les derives thiols - decrites dans ce 
brevet franfais, sont fixees directement ou indirectement sur les fonctions NH 2) OH et 
25 COOH libres du collagene. Ce brevet ne divulgue pas de peptide collagenique dont les 
motifs OH et NH 2 sont fonctionnalises par d'autres fonctions que des fonctions 
mercaptoaminees. 

La deuxieme voie est donnee dans le brevet FR 2 699 184 ay ant trait a un 
collagene grefife avec des derives thioles (cysteine, homocysteine) fixes directement 

30 sur les motifs amine des residus lysine et certains motifs alcool des residus serine, 
threonine et hydroxyproline. Conformement a Tinvention decrite par ce brevet, l'agent 
de fonctionnalisation (e.g. cystine) precurseur du derive thiole greffe sur le collagene 
comprend une fonction carboxyle activee, reagissant avec les NH 2 des lysines pour 
former des amides et avec les OH des serines, threonines et hydroxyprolines pour 

35 former des esters. Cet agent de fonctionnalisation comprend egalement une fonction 
amine protegee, qui ne peut pas reagir avec les carboxyles des acides aspartique et 



glutamique de la chaine collagenique. Le taux maximum de greffage que Ton peut 
atteindre par cette methode est de 17 %. 

Une troisieme voie de modification chimique du collagene mise au point par la 
demanderesse pour apporter une fonctionnalite reticulante k un tel polymere, est 
5 decrite dans le brevet franfais FR 2 723 957. Ce brevet divulgue un collagene greffe 
sur les motifs amine libres de ses residus lysine, par un derive thiole constitue par de la 
cysteine ou de ('homocysteine dont les fonctions amine et thiol sont protegees par un 
seul et meme groupement protecteur, iensemble formant un motif thiazolidine. 
L'acide carboxylique du derive thiazolidine est active pour pouvoir reagir avec les 
10 fonctions amines des residus lysine. En consequence, le taux de greffage est ici d'au 
maximum 3 %. Les fonctions carboxyliques libres des acides glutamiques et 
aspartiques de la chaine collagenique ne sont pas substitutes dans le collagene selon 
ce brevet. 

Les collagenes selon ces trois brevets fran9ais permettent la preparation 

15 d'articles medicaux (gels, feutres, films ...) presentant des niveaux de reticulation, 
c'est-a-dire des caracteristiques mecaniques et de biodegradation, interessantes. lis 
restent cependant perfectibles. 

On connalt par ailleurs des collagenes substitues par des groupements qui 
ne sont pas des fonctions de reticulation et qui sont destines a procurer au collagene 

20 d'autres proprietes, par exemple en modulant ses caracteristiques de solubilite et/ou 
ses caracteristiques rheologiques et/ou ses caracteristiques biologiques. C'est ainsi que 
la demande de brevet PCT WO 90/05755 decrit un collagene, dont les amines des 
residus lysine qu'il comprend, sont substituees par une chaine polymere hydrophile 
synthetique et plus particulierement par du monomethylPolyEthyleneGlycol. Ce 

25 collagdne-PEG est presente comme ayant une immunogenicite reduite et des 
proprietes mecaniques d'elasticite et de malldabilite ameliorees. 
La demande de brevet PCT WO 94/01483 divulgue quant a elle un materiau polymere 
conjugue biocompatible, biologiquement inerte, forme par un polymere naturel tel que 
le collagene, lie par une liaison ether a un polymere hydrophile synthetique tel que le 

30 polyethyleneglycol (PEG). 

Les collagenes modifies selon Fart anterieur ne procurent pas toutes les 
satisfactions souhaitables, quand a leurs proprietes mecaniques, leurs cinetiques de 
degradation in vivo et leurs caracteristiques biologiques. Par ailleurs, les collagenes 
connus et modifies par des fonctions thiols libres ou substituees restent encore 

35 perfectibles, en ce qui concerne le controle, au travers du taux de reticulation, de leurs 
caracteristiques mecaniques et biologiques. 
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Enfin, les formes reticulables des collagenes modifies connus gagneraient a posseder 
des proprietes de solubilite dans une large gamnie de pH, de fafon a faciliter leur mise 
en oeuvre et ce sans que cela ne porte prejudice a leur niveau de reticulation. 

Dans cet etat de Tart, Tun des objectifs essentiels de 1'invention est de 
S foumir de nouveaux collagenes modifies par grefiage de fonctions thiols, libres ou 
substitutes, ces nouveaux collagenes se devant d'etre aptes a reticuler de maniere 
suffisante et controlte, par formation de ponts disulfiire intercattnaires. 

Un autre objectif essentiel de Tinvention est de fournir de nouveaux 
collagenes modifies par grefiage de fonctions thiols et caracttrists par de forts taux de 
10 grefiage coexistant avec une bonne solubilite dans une large gamme de pH. 

Un autre objectif essentiel de Tinvention est de fournir de nouveaux 
collagenes modifies par grefiage de fonctions thiols et faciles a mettre en oeuvre et a 
manipuler industriellement. 

Un autre objectif essentiel de ('invention est de fournir de nouveaux 
15 collagenes modifies par grefiage de fonctions thiols, dans lesquels les fonctions 
reactives ne sont pas toutes mobilisees par la reticulation, de maniere a permettre le 
grefiage de fonctionnalites non-reticulantes. 

Un autre objectif essentiel de Tinvention est de fournir de nouveaux 
collagenes reticulables ou des precurseurs de collagene reticulable mercapto- 
20 fonctionnalises et transformables en gels, films ou feutres (e. g.) de densite de 
reticulation (done de resistance mecanique et de biodegradation) modulables a 
Tavance, de faf on a fournir un eventail varie de matieres premieres utilisables dans de 
nombreuses applications comme biomateriaux.. 

Un autre objectif essentiel de Tinvention est de fournir un procede simple 
25 pour la preparation d'un peptide collagenique modifie par grefiage de fonctions thiols 
libres ou substitutes et portees par des restes mercaptoamines. 

Les inventeurs ont eu le merite d'atteindre tous ces objectifs, parmi 
d'autres en mettant a jour le fait qu'il. convenait de privilegier les fonctions 
carboxyliques des acides aspartique et glutamique de la chaine collagenique, en tant 
30 que sites de grefiage de fonctions mercaptoaminees k Torigine des proprietes de 
reticulation par pontage S-S entre les chaines de collagene. 

Ainsi, la presente invention concerne, tout d'abord, un peptide 
collagenique modifie par grefiage de fonctions thiol libres ou substitutes, portees par 
des restes mercaptoamines, caracterise en ce qu'ils sont identiques ou differents entre 
35 eux et sont exclusivement greffes sur les acides aspartique et glutamique de la chaine 
collagenique par Tintermediaire de liaisons amides. 
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Le fait que les fonctionnalites de reticulation soient portees par les restes carboxyle 
des acides aspartique et glutamique, confere au peptide collagenique selon 1'invention 
des proprietes avantageuses tout a fait inattendues sur le plan mecanique et 
biologique. En effet, ce peptide collagenique, modifie peut, des lors qu'il se trouve 
sous forme r£duite thiol, etre reticule de maniere controlee, en atteignant des taux de 
reticulation lui procurant la stabilite ainsi que de bonnes propriety m£caniqiies et une 
biodegradabilite modulable. De plus, les residus lysine n'etant pas impliques dans le 
greffage des residus mercaptoamines, ils peuvent servir de sites d'ancrage pour 
d'autres groupements et procurer au produit des fonctionnalites diverses et variees 
utiles dans les applications visees. 

Dans le cas ou le peptide collagenique correspond a du collagene natif avec ou sans 
telopteptide, le taux de fonctionnalisation par des restes mercaptoamines peut 
atteindre 9 a 12 % en nombre, puisque cela correspond au ratio d'acides amines de 
type acide aspartique ou acide glutamique constitutifs du collag&ne. Sont 
comptabilis6s dans ce ratio, les asparagines et les glutamines dont les amides sont 
susceptibles d'etre hydrolyses pour former les derives acides correspondants. 
Suivant une caracteristique avantageuse de 1'invention, ce taux eleve de greffage n'est 
pas incompatible avec une solubilite importante des formes reticulables (non- 
reticul£es) du collagene modifie, dans une large gamine de pH. Cela lui confere une 
grande facilite de mise en aeuvre. 

Pour pouvoir reticuler par pontage disulfure les fonctionnalites 
mercaptoaminees modifiees selon 1'invention doivent se trouver sous forme reduite, 
c'est-a-dire sous forme thiol -(SET). Cest done lorsqu'ils seront sous cette forme que 
Ton pourra qualifier les peptides collageniques modifies de "reticulables". Ce terme 
traduit Taptitude des peptides collageniques modifies a s'autoreticuler spontanement 
en presence de Toxygene de l'air, a temperature ambiante et 6ventuellement en 
presence d'agents auxiliaires tels que des oxydants. 

Les restes mercaptoamines porteurs des fonctions de reticulation de type 
thiol fibre ou de leurs precurseurs sous forme thiol substitue, sont avantageusement 
des residus qui derivent de pres ou de loin de la cysteine ou de ses analogues : 
cysteamine et homocysteine. II est int&essant de noter que ces differents residus 
mercaptoamines sont de nature biologique. 

Dans le present expose, on distingue deux types de restes monovalents 
mercaptoamines ou greffons, a savoir ceux porteurs de fonctions thiol directement 
reticulables et ceux porteurs de fonctions mercapto precurseurs desdites fonctions 
thiol. 
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S'agissant des mercaptans precurseurs de thiols, ils determinent une 
premiere sous famitie de peptides collageniques modifies selon 1'invention caracterise 
en ce qu'au moins une partie des restes mercaptoamines, greffes sur les acides 
carboxyliques des acides aspartiques et glutamiques, r£pond a la formule generate (I) 
suivante : 

(i) — ^nh-ch~(-grV)7" sr2 



R 1 

dans laquelle : 

• x = 1 ou 2 ; 

• R° = HouCH 3 ; 

10 • R 1 represente H ou COOR 3 avec R 3 correspondant k un radical 

hydrocarbone de type aliphatique, aromatique ou alicyclique, de 
preference alkylique, alcenylique, arylique, aralkylique, 
alkylarylique, aralcenylique, alcenylarylique et, plus 
preferentiellement encore, de type methylique ou ethylique ; 

IS • R 2 est un radical aliphatique et/ou alicylique et/ou aromatique, de 

preference un alkyle ou un acyle eventuellement soufre et/ou amine, 
et plus preferentiellement encore R 2 repond a la formule (II) 
suivante : 

<n) 

20 avec y, R°° et R 4 repondant a la meme definition que celle donnee en 

legende dans la formule (I) pour x, R° et R l . 
Plus precisement, les restes mercaptoamines grefifes de ces peptides 
collageniques, non immediatement reticulables, sont choisis dans le groupe des 
radicaux monovalents comprenant : 

(LI) NH—f-CHj-^-S— S— f-CHj-^ — NHj 

25 




(12) NH-CH— CHj— S— S— CHj— CH— ISIHj 

COOCH3 COOCH3 



30 
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(13) 




disulfure reductible a l'aide d'agents reducteurs connus tels que des mercaptans 
(mercaptoethanol, acide mercaptoacetique, mercaptoethylamine, benzylmercaptan, 
5 thiocresol, dithiothreitoL.) et/ou des sels reducteurs (NaBH4, Na 2 S0 3 ...) et/ou des 
reducteurs organiques (phosphine). 

Ces nouveaux intermediates collageniques modifies selon cette premiere sous- 
famille, sont stables et solubles dans l'eau. En outre, Us sont aisement purifiables et 
isolables, ce qui en fait des produits pratiques a conditionner, a stocker et a mettre en 
10 oeuvre. 



l'invention regroupe ceux dont les carboxyles des acides glutamique et aspartique ont 
reagi avec les fonctions amines des restes mercaptoamines de formule (I) dans 
lesquels le substituant R correspond a l'hydrogene. 
15 Les peptides collageniques modifies selon la deuxieme sous-famille peuvent etre 
prepares par reduction des peptides collageniques selon la premiere sous-famille, a 
l'aide d'agents reducteurs, tels que ceux definis ci-dessus. 

Ces peptides collageniques reduits sont aisement purifiables et isolables. Des lors 
qu'ils sont obtenus sous forme seche apres un isolement en milieu acide, ces peptides 
20 sont stables. Enfin, ils sont solubles dans l'eau et aises a mettre en oeuvre. 

Les restes mercaptoamines de ces peptides a fonctions thiol libres sont definis par la 
formule (T) suivante : 



dans laquelle R 1 peut correspondre a H ou COOR 3 , avec x, R 1 , R°, R 3 tels que definis 
25 supra et, en outre, R 3 peut representer l'hydrogene ou un cation pour former un sel 
avec COO", ce cation etant, de preference, Na + , K + , Li + , dans le cas ou Ton prevoit 
une etape de deprotection de Tester. Le greflfon ainsi mis en oeuvre derive directement 
de la cysteine. 

Les peptides collageniques comprenant de tels restes mercaptoamines a fonctions 
30 reactives thiol ont pour caracteristique d'etre reticulables au sens de Tinvention. 

La reticulation s'opere par oxydation des thiols en ponts disulfides, ce qui permet 
d'obtenir un reseau collagenique tridimensionnel reticule chimiquement, insoluble dans 
les milieux physiologjques et parfaitement stable. Cette oxydation peut etre obtenue 



La deuxieme sous-famille de peptides collageniques modifies selon 
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e.g. par l'oxygene de I'air en milieu faiblement basique, par 1'eau oxygenee, ou par des 
derives iodes (iode, b&adine). 

Parmi les peptides collageniques modifies conformes a I'invention, on peut 
isoler ceux qui existent sous forme reticulee et qui composent une troisiime sous 
5 famille de peptides collageniques comprenant des chaines collageniques reliees entre 
elles par des ponts disulfure, dont les atomes de soufre constitutifs appartiennent a des 
restes mercaptoamines greffes sur les acides aspartique et glutamique des chaines 
collageniques, exclusivement par rintermediaire de liaisons amides. 
Ces peptides collageniques reticules de la troisiime sous-famitle peuvent etre 

10 obtenus, avantageusement, a partir des peptides collageniques modifies de la 
deuxieme sous-famille. 

Ces peptides collageniques reticules sont des produits nouveaux, stables et dont 
les qualites mecaniques et biologiques en font des biomateriaux de choix pour la 
realisation d'articles medicaux ou chirurgicaux tels que des implants, des protheses, 

15 des pansements ou bien encore de la peau artificielle. Dans la mesure ou il est possible 
de jouer sur le taux de substitution des motifs carboxyliques des acides aspartiques et 
glutamiques, on dispose d'une certaine marge de manoeuvre pour choisir la qualite 
mecanique et vitesse de biodegradation approprtees. 

Par ailleurs, l'etat reticule dont il est question pour ces peptides collageniques 

20 appartenant a la troisiime sous famille decrite dans le present expose, est reversible. 
En effet, il est possible de reduire les ponts disulfure a 1'aide d'agents reducteurs 
appropries. Des exemples de ces reducteurs sont donnes ci-dessus. 

Conformement a Tinvention les restes carboxyliques libres des monomeres 
acides aspartique et glutamique de la chaine collagenique sont mobilises pour le 

25 greffage de fonctionnalites de reticulation. Mais il n'en reste pas moins qu'au moins 
une partie des autres fonctions libres de la chaine collagenique, comme par exemple 
les fonctions amine des residus lysine, peuvent servir de sites d'ancrage, pour des 
groupements qui different des restes mercaptoamines tels que definis ci-dessus et qui 
procurent des fonctionnalites diverses et variees, utiles dans les applications visees. 

30 D'ou il s'ensuit que les peptides collageniques tels que definis supra peuvent 
comporter, selon une variante, des grefibns G fixes sur au moins une partie des motifs 
amine libres de la chaine collagenique, par rintermediaire de liaisons amides, G etant 
un acyle comprenant une entite hydrocarbon^, A L'EXCLUSION des restes 
mercaptoamines, notamment ceux tels que definis supra, cette entity comprenant, 

35 eventuellement, des heteroatomes (avantageusement O et/ou N) et etant, de 
preference, choisie parmi les alkyles et/ou les alcenyles et/ou les alicycliques et/ou les 
aromatiques et, plus preferentiellement encore, parmi les groupements comprenant 
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une chalne alkyle, eventuellement insaturee, comprenant de 1 a 22 carbone(s) ou 
repondant a la formule (ID) suivante : 



R 3 

(HI) CO-^CH^ fo-CHj-CH^pO-R 6 

avec : 

5 • R 5 = HouCH 3 ; 

• R 6 = H, un radical alkyle lineaire ou ramifie et de preference un 
methyle ; 

• z = 0,l ou2etn>0. 

Le nombre n d'unites recurrentes est choisi de teUe sorte que le poids 
10 moleculaire de la chalne polymere soit compris entre 100 et 15 000, de preference 
entre 200 et 8 000 et, par exemple, soit de l'ordre de 4 000. 

Cette fonctionnalisation supplemental sur les sites amine des lysines peut 
conferer au peptide collagenique modifie un caractere hydrophile ou hydrophobe, 
voire tensioacti£ ce qui permet de moduler les proprietes de gonflement, de resistance 
IS mecanique et de cinetique de degradation. II est egalement concevable que cette 
fonctionnalisation ait des visees therapeutiques grace a l'ancrage d'un principe actif. 

Outre 1'aspect produit collagenique pris en tant que tel, la presente 
invention a egalement trait k l'obtention de peptides collageniques modifies et, 
notamment, ceux tels que definis ci-dessus et, plus particulierement encore, ceux 
20 appartenant aux trois sous families presentees ci-avant. 

L'invention concerne ainsi un procede d'obtention d'un peptide 
collagenique modifie par greffage de fonctions thiols, libres ou substituees et portees 
par des restes mercaptoamines. Ce procede consiste essentiellement a faire reagir en 
solution le peptide collagenique avec au moins un precurseur d'un reste 
25 mercaptoamine dont la fonction thiol et l'eventuelle fonction carboxylique sont 
bloqu6es, en presence d'au moins un agent de greffage, de preference choisi dans le 
groupe des produits activant les groupements carboxyliques et, plus 
preferentiellement encore, parmi les carbodiimides. 

Les conditions d'obtention sont choisies de telle sorte que le greffage du reste 
30 mercaptoamine s'opere sur les motifs carboxyliques libres des acides aspartiques et 
glutamiques de la chalne collagenique. 

Ce procede est particulierement original et avantageux en ce qu'il peut etre 
realise en milieu aqueux dans lequel sont au moins partiellement solubilises les 
produits de depart et/ou les produits intermediaires et/ou les collagenes modifies 
35 finaux. 
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En pratique, tous les produits contenus dans le milieu reactionnel aqueux sont 
solubilises dans celui-ci, de la premiere a la derniere etape. 

Cette synthese en milieu aqueux, conformement k 1'invention, est particulierement 
intfressante sur Ie plan Industrie], car elle est trds simple a mettre en oeuvre, peu 
5 couteuse et non polluante. En effet, il est ais6, par exemple, d'eliminer les reactifs 
(e. g. par diafiltration) et de recuperer le collagene modifie vis6. 

Le procede selon 1'invention est d'autant plus interessant qu'il permet d'atteindre 
de forts taux de grefiage de restes mercaptoamines (e. g. 12 %). 
De preference, les restes mercaptoamines (groupements monovalents) qui sont greffes 

10 sur le peptide collag&iique, sont ceux tels que definis supra, notamment par les 
formules (I), (LI), (L2) et (1.3). 

En pratique, les peptides collageniques ainsi obtenus correspondent, e. g. aux 
precurseurs, tels que vises ci-dessus, de peptides collageniques reticulables. 
Ces precurseurs sont compris dans la premiere sous-famille de peptides collageniques 

1 5 modifies selon 1'invention. 

Pour pouvoir reagir avec les motifs carboxyliques libres du peptide 
collagenique, le greffon mercaptoamin6 possede une fonction amine libre apte k reagir 
avec les COOH pour former une liaison amide. Ce precurseur est, par exemple, une 
cysteine, une homocysteine ou une cyst&imine dont la fonction thiol et l'eventuelle 

20 fonction acide carboxylique est (sont) correctement protegee(s). Un moyen efficace 
de protection de la fonction thiol est de choisir comme precurseur du reste 
mercaptoamin^ a grefFer, la cystine, Thomocystine ou la cystamine, qui comprennent 
un pont disulfure stabilisateur de la fonction mercapto. Comme autre moyen de 
protection de cette derniere, on peut choisir toute fonction classique de protection des 

25 thiols connue dans Tart anterieur (voir, par exemple, "Greene : Protecting Groups in 
^ Organic Chemistry, WILEY, 1975"). 

Les eventuelles fonctions COOH du greffon peuvent quant a elles etre 
protegees a Taide d'un groupement protecteur ou toute autre fonction organique 
pouvant apporter une propriete quelconque interessante (les PEG, groupements 

30 hydrophobes ou hydrophiles ou charges). 

Selon une disposition avantageuse de 1'invention, le precurseur du reste 
mercaptoamine repond a une formule (TV) correspondant a la formule (I) donnee 
supra et dans laquelle la valence libre est remplacee par un substituant apte k reagir 
avec les fonctions carboxyliques des acides aspartique et glutamique de la chaine 

35 collagenique, ce substituant etant de preference lliydrogene, de fagon a ce que la 
fonction reactive soit une amine primaire. Les precurseurs de formule (IV) tout 
specialement preferes sont la cystamine (1.1), la cystine-dimethylester (L2) et la 
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cystine diethylester (1.3), qui comprennent toutes trois un pont disulfure protegeant la 
fonction thiol. 

En pratique, le greffage du reste mercaptoamine s'effectue en procedant a la 
dissolution du peptide collagenique, puis du precurseur du reste mercaptoamine a 
greffer dans un solvant approprie. II peut s'agir, par exemple, de l'eau (de preference) 
et/ou d'un solvant organique, comme le DiMethylSulfOxyde (DMSO), la N- 
MethylPyrrolidone (NMP) ou autres. 

Les conditions reactionnelles sont choisies afin d'eviter que le collagene active 
ne reagisse avec les amines contenues dans son propre squelette. 
La solution reactionnelle est ensuite additionnee d'un agent de couplage, tel qu'un 
carbodiimide, et on laisse le greffage s'operer en maintenant le milieu sous agitation 
pendant quelques heures, a temperature ambiante. 

Le proced6 selon l'invention permet d'obtenir des peptides collageniques 
substitu£s par des restes mercaptoamines pr£curseurs des restes thiols reticulables. 
Les peptides ainsi obtenus sont de nouveaux produits intermediaires stables et 
solubles dans l'eau. Ds peuvent etre isoles et purifies, par exemple par dialyse, 
diafiltration puis lyophilisation ou par precipitation en milieu organique puis par 
sechage. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de preparation 
d'un peptide collagenique reticulable modifie par greffage de fonctions thiol libres 
portees par des restes mercaptoamines. Ce procede est caracterise en ce qu'il consiste, 
essentiellement : 

1. a faire reagir en solution le peptide collagenique avec au moins uh 
precurseur d'un reste mercaptoamine dont la fonction thiol et 
l'eventuelle fonction carboxylique sont bloqu£es, en presence d'au 
moins un agent de greffage, de preference choisi dans le groupe 
comprenant les produits activant les groupements carboxyliques, de 
preference les carbodiimides, 

2. et a deproteger (transformation en thiols) les fonctions mercapto des 
restes mercaptoamines greffes sur les peptides collageniques 
modifies obtenus a l'etape 1. 

Les peptides collageniques reticulables ainsi prepares correspondent, par exemple, 
aux produits a focntions thiol libres compris dans la deuxieme sous-famille de 
peptides collageniques modifies, tels que definis supra. 

Dans le cas ou la protection ou le masquage des fonctions mercapto est assure 
par un pont disulfure (c'est-a-dire quand les precurseurs des greffons sont e.g. la 
cystamine ou la cystine) la regeneration de la fonction thiol se fait par reduction. Cette 
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derniere peut etre realisee a I'aide d'agents reducteurs tels que des mercaptans 
(mercapto&hanol, acide mercaptoacetique, mercaptoethylamine, benzylmercaptan, 

thiolcresol, dithiothreitol, ....) et/ou des sels reducteurs (NaBH*, Na2S03 ) et/ou 

des reducteurs organiques (phosphine). 

Suivant une caracteristique preferee de la presente invention, on procede k une 
reduction du pont disuliure de protection en milieu aqueux basique a I'aide de 
dithiothreitol. Aprds cette etape, le collagene thiole obtenu est purifie par 
dialyse/diafiltration et peut etre isole e.g. par lyophilisation. 

L'invention concerne, egalement, un procede de preparation d'un peptide 
collagenique reticule, a partir d'un peptide collagenique modifie par greffage de 
fonctions thiol libres et portees par des restes mercaptoamines. Ce procede est 
caracterise en ce qu'il consiste, essentiellement : 

1. a faire reagir en solution le peptide collagenique avec au moins un 
precurseur d'un reste mercaptoamine dont la fonction thiol et 
1'eventuelle fonction carboxylique sont bloquees, en presence d'au 
moins un agent de greffage, de preference choisi dans le groupe 
comprenant les produits activant les groupements carboxyliques, de 
preference les carbodiimides, 

2. et k deproteger (transformation en thiols) les fonctions mercapto des 
restes mercaptoamines greffes sur les peptides collageniques 
modifies obtenus a 1'etape 1, 

3. et k oxyder les fonctions thiol du peptide collagenique modifie 
reticulable issu de 1'etape 2., de fa^on a former des ponts disulfure 
intercat^naires. 

Cette oxydation peut etre e. g. effectuee a I'aide de Poxygene de l'air en milieu 
faiblement basique, ou a I'aide d'eau oxygenee ou de derives iodes (iode, betadine). 
Les peptides collageniques reticules, tels que prepares par le procede ci-dessus, 
correspondent notamment aux produits reticules de la troisieme sous-famille de 
peptides collageniques modifies, tels que definis ci-avant. 

Suivant une caracteristique avantageuse propre aux trois procedes decrits 
ci-dessus, on prevoit une etape complementaire F de fonctionnalisation par des 
greffons G de nature differente de celle des greffbns fixes aux fonctions carboxyliques 
des acides aspartiques et glutamiques, cette 6tape F consistant essentiellement a 
proceder a une acylation d'au moins une partie des fonctions amines libres de la chaJne 
collagenique, de fa^on a fixer sur celles-ci des greffons G comprenant une entite 
hydrocarbonee, A UEXCLUSION des restes mercaptoamines, notamment ceux tels 
que definis supra, cette entite comprenant eventuellement des heteroatomes 
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(avantageusement O et/ou N) et etant, de preference, choisie parmi les alkyles et/ou 
les alcenyles et/ou les alicycliques et/ou les aromatiques et, plus preferentiellement 
encore, parmi les groupements comprenant une chaine alkyle, eventuellement 
insaturee ou repondant a la formule (ill) suivante : 

f 

m — CO-f-C H, ) z ( O-CH.-CH-^O-R 6 

avec : 

• R 5 «HouCH 3 ; 

• R 6 = H, un radical alkyle lineaire ou ramifie et de preference un 
methyle ; 

• 2 = 0,1 ou2etn>0. 

Pour pouvoir reagir par acylation avec les fonctions amine libres du residu de la 
chaine collagenique, les precurseurs des greffons G component, avantageusement, au 
moins une fonction acide carboxylique activable. 

II est preferable que cette acylation se deroule avant la reaction des fonctions 
carboxyliques libres de la chaine collagenique avec le precurseur du greffon 
rnercaptoamin6 (I). Ceci etant precise, il n'est pas a exclure que cette acylation 
intervienne egalement sur les peptides collageniques thioles issus de l'6tape 1 et/ou sur 
les peptides collageniques reticules issus de l'etape 3. (e. g. directement sur un film 
reticule, avec elimination des reactifs par simple lavage). 

Les reactions d'acylation et de couplage de fonctions amine avec des sites 
carboxyliques appartenant a des proteines, sont connues de Thomme du metier dans le 
domaine de la biochimie des proteines. Pour plus de details a cet egard, on se referera 
notamment aux ouvrages suivants : 

- "Techniques in protein chemistry" R. L LUNDBLAD Chap. 10-14. 

- "Chemistry of protein conjugation and cross-Unking" S. S. WONG, Boca raton, 
CRC Press, 1993, Chap. 2. 

II est interessant de noter que les reactifs utilises pour les modifications 
chimiques op^rees selon les procedes conformes a Tinvention, sont soit transformables 
en produits non toxiques, soit facilement eliminables par des procedes non degradants 
corame par exemple la dialyse. 

Par ailleurs, l'invention oflfre la possibility tres appreciable de controle de 
la cinetique et du taux de reticulation du collagene. 

Un autre avantage non negligeable de la presente invention est qu'elle 
permet de moduler les proprietes mecaniques et la biodegradation en contrdlant le 
nombre des residus mercaptoamines introduits par unite de masse du collagene. 
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II est 6galement interessant de pouvoir fonctionnaliser les chatnes 
collageniques reticulees ou non a l'aide de fonctions hydrophiles, par exemple. 

Enfin, il est important de signaler que les produits selon I'invention sont 
sterilisables par les methodes classiques de sterilisation de polymeres biologiques. 
5 On insistera pour terminer sur la tres bonne solubilite en milieu aqueux 

des nouveaux peptides collageniques non reticules selon Invention, qui ont pour 
caractfristique de posseder des fonctions de reticulation soufrees portees 
exclusivement par les carboxyles des acides aspartiques et des glutamiques. 

II s'ensuit que les produits reticulables selon I'invention trouvent des 
10 applications immediates, d'une part, en m6decine humaine et, d'autre part, dans le 
domaine de la biologic 

En medecine humaine, il peut s'agir d'implants, par exemple 
ophtalmologiques, de protheses, (par exemple osseuses), de pansements sous forme 
de films ou de feutres, de tissus artificiels (epiderme, vaisseaux, ligaments, os), de 
15 systemes de bioencapsulation (microspheres, microcapsules) permettant la liberation 
controlee de principes actifs in vivo, de revetements de biocompatibilisation d'articles 
medicaux implantables ou bien, encore, de fils de suture. Les produits collageniques 
reticulables selon I'invention peuvent egalement etre utilises en chirurgie, comme 
colles et/ou comme materiaux d'etancheification (dments). 
20 En biologie, les materiaux suivant I'invention constituent d'excellents 

supports pour cultures cellulaires bidimensionnelles (films) et tridimensionnelles 
(feutres). 

Le collagene reticule selon I'invention peut etre utilise seul ou en melange, 
par exemple, avec des polymeres biologiques modifies ou non ou des polymeres 
25 synthetiques. 

Pour chacune des applications biomedicales precipes, il est indispensable 
de disposer d'un collagene, reticule, possedant des propriety physicochimiques, 
mecaniques ou biologiques determinees et specifiques. Par consequent, il est 
necessaire de maitriser parfaitement les modifications chimiques du collagene, de 
30 maniere a pouvoir produire une large gamme de collagenes reticulables et repondre 
ainsi, de fagon satisfaisante, a la plupart des contraintes apparaissant lors de 
l'elaboration du cahier des charges d'une application donn6e. D ressort de la 
description ci-dessus que I'invention repond parfaitement k cette necessite. 

D'autres avantages et variantes de la presente invention ressortent bien des 
35 exemples de mise en oeuvre donnes ci-apres. 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : Synthese d'un peptide collagenique (2 4mc sous- 

FAMILLE) DONT LES ACIDES CARBOXYLIQUES SONT 
5 SUBSTITUES PAR LA CYSTEINE-ETHYLESTER (TAUX DE 

SUBSTITUTION REPRESENTANT 0,8 % MOLAIRE DES ACIDES 
AMINES). 

1) Etqpe I : couplage (obtention I ire sous-famille): 
10 25 g d'atelocollagene (types I + m, extrait de peaux de veaux, 1,3 mmol de COOH/g) 

sont places dans 2,5 1 d'eau et la temperature du milieu est amene a 50 °C sous 

agitation. La solution a 1 % p/v ainsi obtenue est filtree sur 0,22 jam. 

Une fois la temperature abaissee a 30 °C, 46,5 g de cystirie-diethylester sont ajoutes et 

le pH est ajuste a 4,2. On ajoute alors 0,6 g de l-(3-dimethylaminopropyl)-3- 
15 ethylcarbodiiniide HC1 et on laisse la reaction se derouler pendant 2 h a 30 °C sous 

agitation. Le milieu reactionnel est concentre a 5 % p/v et dialyse contre de Peau pour 

eliminer 1'exces de reactifs et les sous-produits de la reaction. 

Le produit obtenu est un intermediate stable de synthese. II s'agit d'un peptide 
collagenique (l 4 " sous-famille) dont une fraction des acides aspartiques et 

20 glutamiques sont substitues par de la cystine-diethylester. 

Le taux de substitution est mesure par un dosage par le NSTB (2-nitro-5- 
thiosulfobenzoate), reactif des ponts disulfure. Ce dosage est decrit dans : 
Thannhauser T. W. et al., Analysis of disulfide bonds in peptides and proteins. 
Methods in Enzymology. Jacoby W. B. and Griffith O. XL New-York : Academic 

25 Press, 1987. Vol. 143, 115-119. 

[S-S] : 0,094 mmol/g de produit sec ; soit 0,87 % molaire d'acides amines substitues. 
Le produit obtenu peut etre isole par lyophilisation ou etre reduit pour conduire au 
collagene thiol correspondant. 

30 2) Etape II : reduction (obtention 2*™ sous-famille) : 

Au peptide collagenique modifie en solution a 5 % p/v dans l'eau obtenu a 1'etape I, 
on ajoute 7,6 g de glycine, 5,8 g de 1,4-dithiothreitol et qsp NaOH 4 N pour atteindre 
un pH de 9,0. Le milieu reactionnel est maintenu trois heures sous agitation a 35 °C. 
A ce stade, la solution est acidifi6e a pH 2 par HC1 6 N, dialysee contre HC1 0,012 N 

35 pour eliminer toute trace de reactifs et de sous-produits de reaction, puis filtree sur 
0,22 ^im. Le produit ainsi purifie est isole par lyophilisation. 
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Le taux de substitution est mesur6 par -un dosage par Tacide SjS'-dithiobis-^- 
nitrobenzoi'que (DTNB), reactif specifique des fonctions thiol. Ce dosage est decrit 
dans : "Ellman G. L., Tissue sulfhydryl groups, Archives of Biochemistry and 
Biophysics,, 1959, 82, 70-77". 
5 [SH] : 0,091 mmol / g de produit sec, soit 0,8 % molaire d'acides amines substitues. 
Toute la synthase peut etre realisee aseptiquement de maniere a obtenir in fine le 
produit sous forme d'un lyophilisat sterile. 

EXEMPLE 2 : SYNTHESE D r UN PEPTIDE COLLAGENIQUE (2*™* SOUS- 

10 FAMILLE) DONT LES ACIDES CARBOXYLIQUES SONT 

SUBSTITUES PAR LA CYSTEINE-ETHYLESTER (TAUX DE 
SUBSTITUTION REPRESENT ANT 3 % MOLAIRE DES ACIDES 
AMINES). 

15 On reproduit Pexemple 1, a la seule exception que la quantite d'agent de couplage est 
de 2,9 g. 

[SH] : 0.347 mmol / g de produit sec, soit 3.3 % molaire d'acides amines substitues. 

EXEMPLE 3 : SYNTHESE D'UN PEPTIDE COLLAGENIQUE (2* me SOUS- 

20 FAMILLE) DONT LES ACIDES CARBOXYLIQUES SONT 

SUBSTITUES PAR LA CYSTEINE-ETHYLESTER (TAUX DE 
SUBSTITUTION REPRESENT ANT 7 % MOLAIRE DES ACIDES 
AMINES). 

25 On reproduit Texemple 1, a la seule exception que la quantite d'agent de couplage est 
• de 12 g. 

[SH] : 0,706 mmol / g de produit sec, soit 7 % molaire d'acides amines substitues. 

EXEMPLE 4 : SYNTHESE D f UNE GELATINE (2* me SOUS-FAMILLE) DONT LES 

30 ACIDES CARBOXYLIQUES SONT SUBSTITES PAR LA CYSTEINE- 

ETHYLESTER (TAUX 6E SUBSTITUTION REPRESENT ANT 5 % 
MOLAIRE DES ACIDES AMINES). 

On reproduit l'exemple 1, en rempla9ant 1'atelocollagene par de la gelatine (gelatine 
35 extraite de peaux de pores, 250 bloom, 1 mmol de COOH/g). 

[SH] : 0,536 mmol/g de produit sec, soit 5,2 % molaire d'acides amines substitues. 
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Exemple 5 : Synthese d'un peptide collagenique (2 6me sous- 

FAMLLLE) DONT LES ACEDES CARBOXYLIQUES SONT 
SUBSTITUES PAR LA CYSTEAMINE (TAUX DE SUBSTITUTION 
REPRESENTANT 3 % MOLAIRE DES ACIDES AMINES). 

5 

On reproduit l'exempie 1, en rempla?ant 46,5 g de cystine-diethylester par 28,4 g de 
cystamine. 

[SH] : 0,33 mmol/g de produit sec, soit 3,0 % molaire d'acides amines substitues. 

10 Exemple 6: Synthese d'un peptide collagenique (2*** sous- 

FAMILLE) DONT LES AMINES SONT ACETYLEES (GREFFON G) 
ET DONT LES ACIDES CARBOXYLIQUES SONT SUBSTITUES PAR 
LA CYSTEINE-ETHYLESTER (TAUX DE SUBSTITUTION 
REPRESENTANT 5 % MOLAIRE DES ACIDES AMINES). 

15 

25 g d'atelocollagene (types I + III, extrait de peaux de veaux, 1,0 mmol de 
COOH/g ; 0,33 mol de e-NH^g) sont places dans 0,5 1 d'eau et la temperature du 
milieu est amenee a 50 °C sous agitation. La solution a 5 % p/v ainsi obtenue est 
filtree sur 0,22 ^m. 

20 Apres refroidissement de la solution a 30 °C, on dissous 4,2 g de NaHC0 3 et qsp 
NaOH 4 N pour ajuster le pH a 8,5. On ajoute alors lentement et sequentiellement, 
pendant 30 minutes, 7,34 ml d' anhydride acetique, sous agitation a 30 °C, tout en 
maintenant le pH a 8,5 a Taide de soude 4 N. On acidifie alors lentement la solution a 
pH 3 par de PHC1 6 N et on dialyse contre de 1'eau pour eliminer les reactifs en exces. 

25 On dilue enfin le milieu a 1 % p/v par de l'eau et on continue la synthese tel 
qu'indique dans V exemple 1 (couplage de la cystine-diethylester puis reduction), 
[acetyl] par dosage d'acide acetique (kit Boehringher) apres hydrolyse basique du 
produit : 0,30 mmol/g de produit sec, soit 2,9 % molaire d'acide amines 
acetyles (acetylation presque totale des residus lysine). 

30 [SH] : 0,53 mmol/g de produit, soit 5,1 % molaire d'acides amines substitues. 



• 
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EXEMPLE 7 : Synthese d'un peptide collagenique (2*"" sous- 

FAMILLE) DONT LES AMINES SONT SUBSTITUEES PAR DU PEG 
(GREFFON G) ET DONT LES ACIDES CARBOXYLIQUES SONT 
SUBSTITUES PAR LA CY STEINE-ETHYLESTER (TAUX DE 
5 SUBSTITUTION REPRESENT ANT 5 % MOLAIRE DES ACIDES 

AMINES). 

10 g d'atglocollagene (types I + HI, extrait de peaux de veaux, 1,.3 mmol de 
COOH/g ; 0,33 mol de e-NlVg) sont places dans 0,5 1 d'eau et la temperature du 
10 milieu est amene a 50 °C sous agitation. La solution a 2 % p/v ainsi obtenue est 
filtree sur 0,22 pm. 

Une fois la temperature abaissee a 30 °C, le pH est ajuste k 9,0 par NaOH 4 N. On 
ajoute alors 5 g de N-hydroxysuccinimidylester du methoxypolyethyleneglycol acide 
propionique (SPA-PEG) de PM 5 000 g/mol et on laisse la reaction se derouler a 
15 30 °C sous agitation pendant 30 min, tout en maintenant le pH a 9 par un ajout de 
NaOH 4 N. On ajoute a nouveau 5 g de SPA-PEG et on agite le milieu reactionnel 
pendant 30 min en maintenant le pH. Le milieu est ensuite dilue au Vi par de l'eau 
pour ramener la concentration du collagene a 1 % p/v. 

18,5 g de cystine-diethylester sont ajoutes et le pH est ajuste a 4,2. On ajoute alors 
20 2,2 g de l-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide. HC1 et on laisse la reaction 
se derouler pendant 2 h a 30 °C sous agitation. Le milieu reactionnel est concentre a 
5 % p/v et dialyse contre de l'eau pour eliminer 1'exces de reactifs et les sous-produits 
de la reaction. 

Au peptide collagenique modifie en solution a 5 % p/v dans l'eau, on ajoute 3,0 g de 
25 glycine, 2,3 g de 1,4-dithiothreitol et qsp NaOH 4 N pour atteindre un pH de 9,0. Le 
milieu reactionnel est maintenu trois heures sous agitation a 35 °C. A ce stade, la 
solution est acidifiee a pH 2 par HC1 6 N, dialysee contre HC1 0,012 N pour eliminer 
toute trace de reactifs et de sous-produits de reaction puis filtree sur 0,22 pm. Le 
produit ainsi purifie est isole par lyophilisation. 
30 Le lyophylisat est extrait par 2 1 d'ethanol absolu, contracte par de 1' acetone puis 
seche sous vide a 30 °C pendant 18 h. 

U absence de polyethyleneglycol non grefie est controlee par chromatographie de 
permeation sur gel, detection refratometrique. 

[SH] : 0,247 mmol/g de produit sec, soit 4,5 % molaire de substitution des acide 
35 amines. 

[PEG] : substitution de 0,8 % molaire des. acides amines, taux recalcule d'apres la 
quantite d'OH-proline dosee dans le produit modifie / produit non modifie. 
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EXEMPLE 8 : SOLUBILITE DES PEPTIDES COLLAGENIQUES MODIFIES. 

250 mg du peptide collagenique sont places dans 5 g d'eau ppi, et on agite en flacon 
ferme pendant 15 min a 40 °C. Les mesures de pH sont r6alis6e k 30 °C. Les 
ajustements de pH sont realises a Faide de NaOH IN. Quelques exemples de 
solubilite sont presentes dans le Tableau 1. 



Tableau 1 : 



1 Peptide collagenique 

OBTENU 


Aspect initial 


Solubilite 


Exemple 1 


pH 2,1 solution limpide 


pas de zone d'insolubilitd pour un pH allant de 
2,5 k 10 


Exemple 3 


pH 2,2 solution limpide 


pas de zone d'insolubilit£ pour un pH allant de 
2,5 k 10 


Exemple 5 


pH 1,9 solution limpide 


pas de zone d'insolubilit£ pour un pH allant de 
2,5 k 10 


Exemple 7 


pH 2,5 gel transparent 


fluidification au fur et k mesure que Ton 
augmente le pH. Solution fluide k partir de 
pH6 



Exemple 9 : Reticulation des peptides collageniques (2 me sous- 

FAMILLE) PAR OXYDATION : FORMATION DE GELS (3*" 1 ' SOUS- 
FAMILLE). 

Le procede utilise est le meme quel que soit le peptide collagenique utilise (exemples 
1, 3, 7). 

250 mg de lyophilisat sont places dans 4,5 ml de tampon phosphate salin 10 tnM pH 
7,4 (PBS) et le melange est agite en flacon ferme a 40°C pendant 15 minutes. Le 
pH est ajuste a 7,4 ± 0,1 a Taide de NaOH 1 N, et la quantite de PBS necessaire pour 
obtenir une concentration finale en peptide collagenique de 50 g/1 est ajoute. Les 
echantillons sont places a 37 °C. A 900 pi de la solution de peptide collagenique sont 
ajoutes 100 pi d'une solution de H 2 0 2 1 % dans du PBS prechauffe a 37 °C. Les 
indications du Tableau 2 montrent que la reticulation par oxydation (cinetique et 
taux), dans des conditions donnees, depend du peptide collagenique modifie utilise. 
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Tableau 2 : 



| Peptide collagenique 


TEMPS DE PRISE DU GEL 


DESCRIPTION DU GEL 


I OBTENTJ 


(37 °Q 


(37 °Q 


OExemple 1 


20 secondes 


gel homog&ne transparent souple 


lEiemple 3 


5-10 secondes 


gel bomog&ne turbide 


BEiemple 7 


1 minutes 15 secondes 


gel homogine transparent mou et collant 



EXEMPLE 10 : RETICULATION DES PEPTIDES COLLAGENIQUES PAR 
5 OXYDATION : FORMATION DE FILMS. 

Le proc^de de preparation du film est identique quelque soit le peptide collagenique 
utilise. 

10 Etapel: 

Une solution a 20g/l de peptide collagenique precurseur, est preparee par dissolution 
du lyophilisat dans de Teau sterile. Dans cet exemple 2,0 g de lyophilisat sont dissous 
dans 98 g d'eau steriJe. Le melange est agit^ dans un recipient ferine a 40°C pendant 
15 min, afin d'obtenir une dissolution complete. Le pH de la solution est ajuste a 6,5 
15 avec de la soude IN, a 25 °C. La solution est remise en agitation a 40 °C pendant 
10 min. 

Etape 2 : 

La solution a 40 °C est filtree sur membranes de porosite 0,45 pm, puis sur 
20 membranes de porosite 0,2 pm. La derniere filtration s'eSectue au dessus des moules 
steriles (on peut utiliser des boites de Petri en polystyrene). 

Etape 3 : 

40,0 g de solution filtree sont coules dans deux moules de 12 x 12 cm 2 . Les moules 
25 sont refermes. 

Etape 4 : 

On realise la maturation de la solution, qui se traduit par une g61ification physique, 
pendant 24 h & une temperature de 16 °C ± 1. Cette temperature est necessairement 
30 inferieure a la temperature de transition gel/sol. La maturation est effectuee dans une 
enceinte a temperature regulee, les moules reposent sur une plaque horizontals 
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Etape 5 : 

Apres 24 h, les couvercles des moules sont retires et Evaporation des solutions 
gelifiees s'effectue sur 24 h, a la meme temperature dans une enceinte confinee, en 
presence d'agents dessicants (typiquement des pastilles de soude). Au bout de 24 h, 
5 les films obtenus sont sees, limpides et lisses. 

Etape 6 : 

La reticulation des films sees est effectu6e a 20 °C, en versant 30 g de solution de 
peroxyde d'hydrogene a 0,3 % dans une solution aqueuse decimolaire d'acetate 
10 d'ammonium. 

Etape 7 : 

Le film reticule est retire et lave successivement par 30 g de tampon phosphate pH 7,4 
et 30 g d'eau. 
IS Toutes les solutions utilisees sont steriles. 

Etape 8 : 

Le film est ensuite laiss6 a s6cher sous hotte a flux laminaire pendant 24 h. Le films 
sechg obtenu contient un pourcentage d'eau residuelle de 10 % environ. 

20 

Les films obtenus sont stables & temperature ambiante. lis restent stables et 
manipulates apres 24 h dans l'eau ou dans un tampon phosphate. 

EXEMPLE 11 : PROPRIETES MECAN1QUES EN TRACTION DES FILMS OBTENUS 
25 SELON L'EXEMPLE 10. 

Les mesures de proprietes mecaniques de films sont effectuees a Taide d'un appareil 
d'essais universel de type DY34 de la marque Adamel Lhomargy. Les films sont 
hydrates a temperature ambiante dans un tampon phosphate salin (PBS, pH = 7,4) 

30 pendant 2 h. Puis ils sont d6coup6s en bandes de 4 mm sur 30 mm a l'aide dun 
emporte piece tres coupant. L'epaisseur est mesuree sur les echantillons hydrates. 
Les echantillons sont fix& sur un cadre carton qui aide a la mise en place dans les 
machoires. L'echantillon de film est maintenu hydrate. Le cadre est coupe juste avant 
l'essai de traction, qui se deroule a vitesse constante de 2 mm/min. 

35 Le module k Torigine ainsi que la contrainte a la rupture sont calcules d'apres les 
courbes de traction en utilisant les sections des eprouvettes hydratees. 
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Les proprietes en traction des films obtenus selon le proc6d6 decrit a l'exetnple 10 
dependent du peptide collagenique modifie utilis6, comme le montre Ie Tableau 3. 



Tableau 3 : 



I PEPTIDE 
1 COLLAGENIQUE 
OBTENU 


Epaisseur 

SECHE 


Epaisseur 
humide 

<w) 


Fmax 
(N) 


ALLONGEMENT 
(%) 


a max 

(Mpa) 


Module 
initial 

(MPa) 


Exemple 1 


45 


153 


2,9 


43 


3,2 


4,6 


Exemple 2 


45 


94,5 


3,1 


28,5 


8,1 


21,6 


Exemple 3 


45 


80 


5,4 


42,5 


16,7 


25,8 I 



Legende : Fmax = force maximale & la rapture 



o max = contrainte maximale k la rupture 
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REVENDICATTONS : 

1. Peptide collagenique modifie par greffage de fonctions thiol libres ou 
substitutes, portees par des restes mercaptoamines, 

caract&ise en ce que ces restes mercaptoamines sont identiques ou 
differents entre eux et sont exclusivement greffes sur les acides aspartique et 
glutamique de la chaine collagenique par 1'intermediaire de liaisons amides. 

2. Peptide collagenique selon la revendication 1, caract£rise en ce qu'au 
moins une partie des restes mercaptoamines, greffes sur les acides carboxyliques des 
acides aspartique et glutamique, repond a la formule generate (I) suivante : 



(I) NH-CH— (-CRy-) 



2i "SR. 
/x 



R 1 



dans laquelle : 

• x = 1 ou 2 ; 

• R° = HouCH 3 ; 

• R 1 represente H ou COOR 3 avec R 3 correspondant a un radical 
hydrocarbon^ de type aliphatique, aromatique ou alicyclique, de 
preference alkylique, alcenylique, arylique, aralkylique, 
alkylarylique, aralcenylique, alcenylarylique; et plus 
preferentiellement encore de type methylique ou ethylique ; 

• R est un radical aliphatique et/ou alicyclique et/ou aromatique, de 
preference un alkyle ou un acyle eventuellement soufre et/ou amine, 
et plus preferentiellement encore R 2 repond a la formule (II) 
suivante : 



fcR^CH- 

J.4 



(n) s — (-cr^ch — nh 2 

R 

• avec y, R°° et R 4 repondant a la meme definition que celle donnee en 
legende dans la formule (I) pour x, R° et R 1 . 
3. Peptide collagenique selon la revendication 2, caracterise en ce que les 
restes mercaptoamines greffes sont choisis dans le groupe des radicaux suivants : 

(LI) nh^ch^s—s^cj^.^.^ 



(L2) NH-CH— CHj-S— S— CHj- CH— NELj 

CCX)CH3 COOCH3 



25 



(L3) NH CH CH^ — S— S-CHj— CH — NHj 



CH Ofc — S — S— CHj — Ct 

J. I 

COOCHXIL CC 



JOOCH^ COOCHjCI^ 

4. Peptide collagenique selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il 
comprend des restes mercaptoamines greffes (I) tels que definis dans la revendication 
2, dans laquelle R 2 correspond a Fhydrogene et en ce qu'il est reticulable. 

5. Peptide collag&iique selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il 
comprend des restes mercaptoamines de formule (T) suivante : 

(T) — NH— CHR— fcR 9 ^— SH 



10 dans laquelle R 1 correspond a H ou a COOR 3 , avec x, R 1 , R°, R\ tels que definis 
supra dans la revendication 2 en legende de la formule (I), R 3 pouvant, en outre, 
repr6senter l'hydrogene ou un cation apte a former un sel avec COO" ce cation 6tant, 
de preference, Na + , K + , Lf. 

6. Peptide collag6nique reticule caracterise en ce qu'il comprend des 
1 5 chaines collag&iiques relives entre elles par des ponts disulfide dont les atomes de 

soufre constitutifs appartiennent k des restes mercaptoamines exclusivement greffes, 
sur les acides aspartique et glutamique des chaines collageniques, par l'intermediaire 
de liaisons amides. 

7. Peptide collagenique reticule selon la revendication 6, caracterise en ce 
20 qu'il est obtenu a partir du peptide collagenique selon la revendication 4 et/ou 5. 

8. Peptide collagenique selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, 
caracterise en ce qu'il comporte des greffons G fix6s sur au moins une partie des 
motifs amine libres de la chalne collag6nique, par l'intermediaire de liaisons amides, G 
etant un acyle comprenant une entite hydrocarbonee, A LEXCLUSION des restes 

25 mercaptoamines, notamment ceux tels que definis supra, cette entite comprenant, 
eventuellement, des h6t£roatomes (avantageusement O et/ou N) et etant, de 
preference, choisie parmi les alkyles et/ou les alcenyles et/ou les alicycliques et/ou les 
aromatique et, plus preferentiellement encore, parmi les groupements comprenant une 
chaine alkyle, eventuellement insaturee, comprenant de 1 a 22 carbone(s) ou 

30 repondant k la formule (HI) suivante : 

R 5 



(HI) CO-f-CHj-)^ (-O-CH^-CH-^-O-R' 



avec : 



26 



• R 3 = HouCH 3 ; 

• R = H, un radical alkyle lineaire ou ramifie et de preference un 
methyle ; 

• 2 = 0,1 ou2 et n>0. 

9. Procede d'obtention d'un peptide collagenique modifie par greffage de 
fonctions thiol substitutes et portees par des restes mercaptoamines, 

caracterise en ce qu'il consiste essentiellement a faire reagir en solution 
le peptide collagenique avec au moins un precurseur d'un reste mercaptoamine dont la 
fonction thiol et l'eventuelle fonction carboxylique sont bloquees, en presence d'au 
moins un agent de greffage, de preference choisi dans le groupe comprenant les 
produits activant les groupements carboxyliques, de preference les carbodiimides. 

10. Procede de preparation d f un peptide collagenique reticulable, modifie 
par greffage de fonctions thiol libres et portees des restes mercaptoamines, caracterise 
en ce qu'il consiste, essentiellement : 

1. a faire reagir en solution le peptide collagenique avec au moins un 
precurseur d'un reste mercaptoamine dont la fonction thiol et 
l'eventuelle fonction carboxylique sont bloquees, en presence d'au 
moins un agent de greffage, de preference choisi dans le groupe 
comprenant les produits activant les groupements carboxyliques, de 
preference les carbodiimides, 

2. et a deproteger (transformation en thiols) les fonctions mercapto des 
restes mercaptoamines greffes sur les peptides collageniques 
modifies obtenus a 1'etape 1. 

11. Procede de preparation d'un peptide collagenique reticule a partir d'un 
peptide collagenique modifie par greffage de fonctions thiol libres et portees par des 
restes mercaptoamines, caracterise en ce qu'il consiste, essentiellement : 

1. a faire reagir en solution le peptide collagenique avec au moins un 
precurseur d'un reste mercaptoamine dont la fonction thiol et 
l'eventuelle fonction carboxylique sont bloquees, en presence d'au 
moins un agent de greffage, de preference choisi dans le groupe 
comprenant les produits activant les groupements carboxyliques, de 
preference les carbodiimides, 

2. et a deproteger (transformation en thiols) les fonctions mercapto des 
restes mercaptoamines greffes sur les peptides collageniques 
modifies obtenus a Tetape 1 ; 
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3. et & oxyder les fonctions thiol du peptide collag&iique modifie 
reticulable issu de l'etape 2, de fafon a former des ponts disulfure 
intercatenaires. 

12. Proc&te selon Tune quelconque des revendications 9 a 11, caracterise 
S en ce que l'on prevoit une etape complementaire F de fonctionnalisation par des 

greffons G de nature difKrente de celle des greffons fixes aux fonctions carboxyliques 
des acides aspartiques et glutamiques, cette etape F consistant essentiellement a 
proc&Ier & une acylation d'au moins une partie des fonctions amines libres de la chaine 
collagenique, A LBXCLUSION des restes mercaptoamin6s, notamment de ceux, tels 
10 que definis supra, cette entite comprenant, eventueUement, des heteroatomes 
(avantageusement O et/ou N), et ^tant, de preference, choisie parmi les alkyles et/ou 
les alcenyles et/ou les alicycliques et/ou les aromatiques. 

13. Application des peptides collageniques selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 8 ou du peptide obtenu par le procede selon Tune quelconque des 

IS revendications 9 a 12, a titre de biomateriau constitutif d'implants, de pro theses, de 
pansements, de tissus artificiels, de systeme de bioencapsulation, de revetements de 
biocompatibilisation, de fils de suture, de colles ou de ciments chirurgicaux ou de 
support pour culture cellulaire. 
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